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［摘　要］目的：研究伏河眼蚤异常亚种Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐｓｙｌｌａｖｏｌｇｅｎｓｉｓｅｘｔｒｅｍａ（ＩｏｆｆｅｔＳｃａｌｏｎ，１９５３）和长突眼蚤Ｏｐｈ
ｔｈａｌｍｏｐｓｙｌｌａｋｉｒｉｔｓｃｈｅｎｋｏｉ（Ｗａｇｎｅｒ，１９３０）ｒＤＮＡＩＴＳ２序列，为蚤类分子系统发育的研究提供基础资料。方法：
ＰＣＲ扩增两蚤种ｒＤＮＡＩＴＳ２片段并测序，比较两者差异。结果：伏河眼蚤异常亚种ｒＤＮＡＩＴＳ２序列长３７２ｂｐ，长
突眼蚤长３８０ｂｐ；两蚤种间共有３０处碱基不同，包括１６处缺失／插入、４处转换、１０处颠换，种内无差异。结论：
ｒＤＮＡＩＴＳ２序列可用作两蚤种鉴别的分子标记。

［关键词］蚤；序列分析；第二内转录间隔区（ＩＴＳ２）

［中图分类号］Ｒ３８４．３；Ｑ５２３＋．８　　［文献标识码］Ａ　　［文章编号］１０００２７０７（２０１１）０２０１５１０３

ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｒＤＮＡＩＴＳ２ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＴｗｏＳｐｅｃｉｅｓｉｎＧｅｎｕｓＯｐｈｔｈａｌｍｏｐｓｙｌｌａ

ＷＡＮＧｙｕｎ１，ＱＩＹｉｍｉｎｇ２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｅｄｉｃａｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＧｕｉｙａｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ；
２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｉｏｌｏｇｙ，ＧｕｉｙａｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｒＤＮＡＩＴＳ２ｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｐｓｙｌｌａｖｏｌｇｅｎｓｉｓｅｘｔｒｅｍａ
ＩｏｆｆｅｔＳｃａｌｏｎ，１９５３（Ｏ．ｖ．ｅｘｔｒｅｍａ）ａｎｄＯｐｈｔｈａｌｍｏｐｓｙｌｌａｋｉｒｉｔｓｃｈｅｎｋｏｉＷａｇｎｅｒ，１９３０（Ｏ．ｋｉｒｉｔｓｃｈｅｎ
ｋｏｉ）ｆｏｒｔｈｅｆｉｒｓｔｔｉｍｅ，ａｎｄｓｏａｓｔｏｐｒｏｖｉｄｅｂａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｆｓｉｐｈｏｎａｐｔｅｒａ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｓｉｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ｒＤＮＡＩＴＳ２ｏｆｔｈｅｔｗｏｓｐｅｃｉｅｓｗａｓａｍｐｌｉｆｙｅｄｂｙＰＣＲａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｄ，ａｎｄｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆｒＤＮＡＩＴＳ２ｏｆＯ．ｖ．ｅｘｔｒｅｍａｉｓ３７２
ｂｐ，ｗｈｉｌｅｔｈａｔｏｆＯ．ｋｉｒｉｔｓｃｈｅｎｋｏｉｉｓ３８０ｂｐ．Ｔｈｅｒｅａｒｅｔｈｉｒｔｙｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂａｓｉｃａｌｌｙｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｓｐｅ
ｃｉｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１６ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ／ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓ，４ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓａｎｄ１０ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎｓ．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｒＤＮＡＩＴＳ２ｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄａｓａｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｆｏｒｄｉｓｔｉｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｗｏ
ｓｐｅｃｉｅｓ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｆｌｅａｓ；ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ；ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ２（ＩＴＳ２）

　　伏河眼蚤Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐｓｙｌｌａｖｏｌｇｅｎｓｉｓ（Ｗａｇｎｅｒｅｔ
Ｉｏｆｆ，１９２６）和长突眼蚤Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐｓｙｌｌａｋｉｒｉｔｓｃｈｅｎｋｏｉ
（Ｗａｇｎｅｒ，１９３０）隶属于细蚤科 ＬｅｐｔｏｐｓｙｌｌｉｄａｅＢａｋ
ｅｒ，１９０５双蚤亚科 ＡｍｐｈｉｐｓｙｌｌｉｎａｅＩｏｆｆ，１９３６眼蚤属
ＯｐｈｔｈａｌｍｏｐｓｙｌｌａＷａｇｎｅｒｅｔＩｏｆｆ，１９２６。我国内蒙古
地方病防治研究所曾从长突眼蚤体内分离出自然

感染鼠疫菌［１］，因此其具有较高的医学重要性。

ＩＴＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ）即 ｒＤＮＡ内转录间
隔区，在昆虫系统发育的研究中作为一种良好的分

子标记得到了广泛的运用［２］，但 ｒＤＮＡＩＴＳ在蚤类
系统发育的研究中相对较少，迄今国内外相关研究

仅见栉眼蚤科、角叶蚤科和蚤科部分蚤种的 ｒＤＮＡ
ＩＴＳ序列报道［３～７］，这些数据尚不足以全面构建

ｒＤＮＡＩＴＳ序列的蚤类分子系统树，因而补充更多
蚤种的ｒＤＮＡＩＴＳ序列显得尤为重要。目前对眼蚤
属的分子系统学方面的研究报道极少见，国外，仅

见ＷｈｉｔｉｎｇＭ．Ｆ．等 （２００８）对眼蚤属角尖眼蚤指
名亚种 Ｏ．ｐｒａｅｆｅｃｔａｐｒａｅｆｅｃｔａ和前凹眼蚤 Ｏ．ｊｅｔｔ
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ｍａｒｉｒＤＮＡ的１８Ｓ、２８Ｓ序列及 ＥＦ１α序列进行了
分析比较［８］，国内尚未见报道。本文首次对伏河

眼蚤异常亚种和长突眼蚤 ｒＤＮＡＩＴＳ２序列进行了
测定与分析，为蚤类分子系统发育的研究提供重要

的基础资料。

１　材料和方法

１．１　材料来源
实验所用标本均由新疆维吾尔自治区疾病预

防控制中心于心教授和叶瑞玉教授馈赠，标本信息

见表１。

表１　眼蚤属两蚤种标本信息
Ｔａｂ．１　Ｓａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｗｏｓｐｅｃｉｅｓ

种名 编号 性别 采集地点 宿主

伏河眼蚤 ＦＨＡ ♂ 新疆阿尔泰 跳鼠

异常亚种 ＦＨＢ ♀ 新疆阿尔泰 跳鼠

Ｏ．ｖ．ｅｘｔｒｅｍａ ＦＨＣ ♀ 新疆阿尔泰 跳鼠

长突眼蚤 ＣＴＡ ♂ 新疆和田 三趾跳鼠

Ｏ．ｋｉｒｉｔｓｃｈｅｎｋｏｉ ＣＴＢ ♀ 新疆和田 三趾跳鼠

ＣＴＣ ♀ 新疆和田 三趾跳鼠

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取和标本鉴定

提取 ＤＮＡ前，将乙醇保存的标本置于 ＴＥ缓
冲液中洗去乙醇。然后将标本切成三段，胸段用酚

－氯仿抽提法提取基因组 ＤＮＡ，剩余的几丁质部
分再用１０％的ＫＯＨ溶液在室温下腐蚀３～５ｄ后
制成玻片标本进行鉴定。

１．２．２　ＰＣＲ扩增及测序
扩增引物参考鲁亮、吴厚永（２００２）［３］所用引

物。ＩＴＳ２Ｓｅｎ：５’ＡＴＣＡＣＴＣＧＧＣＴＣＧＴＧＧＡＴＣＧ３’，
ＩＴＳ２Ｒｅｖ：５’ＡＴＧＣＴＴＡＡＡＴＴＴＡＧＧＧＧＧＴＡＧＴＣ３’。
ＰＣＲ反应体系为 ２５μｌ、包括 １０×Ｂｕｆｆｅｒ缓冲液
２５μｌ、ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２５μｌ，ｄＮＴＰｓＭｉｘｔｕｒｅ
（各２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２０μｌ、上下游引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）
各２０μｌ、模板 ＤＮＡ（５０ｎｇ／μｌ）２０μｌ、Ｔａｑ酶
（５Ｕ／μＬ）０２μｌ、双蒸水补足２５μｌ。扩增条件为：
９４℃，５ｍｉｎ→３０循环（９４℃，１ｍｉｎ→４５℃，３０ｓ→
７２℃，１ｍｉｎ）→７２℃，５ｍｉｎ。扩增产物经琼脂糖
凝胶电泳，回收目的片段后送生物公司进行测序。

１２３　序列分析
将测序结果上传至ＧｅｎＢａｎｋ，应用ＣＬＵＳＴＡＬＸ

软件进行序列比对。

２　结果

２１　琼脂糖凝胶电泳结果
两蚤种ＩＴＳ２序列扩增产物电泳图见图１，扩增

长度约５００ｂｐ，包括 ５８Ｓ和 ２８Ｓ部分序列，以及
ＩＴＳ２全长。

图１　伏河眼蚤异常亚种和长突眼蚤ＩＴＳ２电泳图
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓｏｆＩＴＳ２ｏｆ
Ｏ．ｖ．ｅｘｔｒｅｍａａｎｄＯ．ｋｉｒｉｔｓｃｈｅｎｋｏｉ

２２　测序结果
测得伏河眼蚤异常亚种和长突眼蚤 ｒＤＮＡ

ＩＴＳ２各 ３个个体的序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为
ＧＱ１６１９５６－ＧＱ１６１９６１）。每一序列包括５８Ｓ、２８Ｓ
部分序列和 ＩＴＳ２全长，序列的长度、ＧＣ含量见表
２。
２３　序列分析

用ＣＬＵＳＴＡＬＸ软件对两蚤种的ｒＤＮＡＩＴＳ２序
列进行分析，两蚤种 ＩＴＳ２序列一致性为９２２９％。
两者共有３０处碱基不同，包括１６处缺失／插入、４
处转换，１０处颠换，种内无差异，结果见表３。

３　讨论

ｒＤＮＡ是编码核糖体ＲＮＡ的基因，是一类中度
重复的 ＤＮＡ序列，以串联多拷贝形式存在于核
ＤＮＡ中。每个重复单位包括 １８Ｓ、５８Ｓ和 ２８Ｓ
ｒＲＮＡ基因编码区，内转录间隔区ＩＴＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎ
ｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ）以及在１８ＳｒＤＮＡ上游和２８ＳｒＤＮＡ
下游的外转录间隔区 ＥＴＳ（ｅｘｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ
ｓｐａｃｅｒ），ＩＴＳ和ＥＴＳ区的转录物均在ｒＲＮＡ成熟过
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表２　眼蚤属两蚤种５８Ｓ、ＩＴＳ２和２８Ｓ序列分析
Ｔａｂ．２　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ５．８Ｓ，ＩＴＳ２ａｎｄ２８ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｔｗｏｓｐｅｃｉｅｓ

种名 ５８Ｓ（ｂｐ） ＩＴＳ２（ｂｐ） ２８Ｓ（ｂｐ） Ｃ＋Ｇ％
伏河眼蚤异常亚种Ｏｖｅｘｔｒｅｍａ ５３（１～５３） ３７２（５４～４２５） ４１（４２６～４６６） ４９７
长突眼蚤Ｏｋｉｒｉｔｓｃｈｅｎｋｏｉ ５３（１～５３） ３８０（５４～４３３） ４１（４３４～４７４） ４８４

表３　眼蚤属两蚤种ｒＤＮＡＩＴＳ２序列的变异
Ｔａｂ．３　ＶａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｒＤＮＡＩＴＳ２ｏｆｔｈｅｔｗｏｓｐｅｃｉｅｓ

种名 　　序列编号 碱基及位置

伏河眼蚤 ＣＱ１６１９５６Ｔ７ — Ｇ４３ Ｔ５１ — Ｇ８４Ｇ８８Ａ９１Ａ９６ＴＡ９７－９８Ｃ１０２Ｔ１０６Ｃ１０７Ｃ３０８Ｇ３０９Ｇ３１５Ｃ３２１— — Ｔ３５５Ａ３５９
异常亚种 ＣＱ１６１９５７Ｔ７ — Ｇ４３ Ｔ５１ — Ｇ８４Ｇ８８Ａ９１Ａ９６ＴＡ９７－９８Ｃ１０２Ｔ１０６Ｃ１０７Ｃ３０８Ｇ３０９Ｇ３１５Ｃ３２１— — Ｔ３５５Ａ３５９
Ｏ．ｖ．ｅｘｔｒｅｍａ ＣＱ１６１９５８Ｔ７ — Ｇ４３ Ｔ５１ — Ｇ８４Ｇ８８Ａ９１Ａ９６ＴＡ９７－９８Ｃ１０２Ｔ１０６Ｃ１０７Ｃ３０８Ｇ３０９Ｇ３１５Ｃ３２１— — Ｔ３５５Ａ３５９
长突眼蚤 ＣＱ１６１９５９Ａ７ ＡＣＧ３６－３８Ａ４６Ａ５４ＴＧ５５－５６ — Ａ９２ Ｔ９５Ｃ１００ — Ｔ１０４Ｃ１０８Ｔ１０９Ａ３１１Ａ３１２Ｔ３１８Ｔ３２４Ａ３２５ ＴＡＡＣＣＧ３４８－３５３ Ａ３６５—
Ｏ．ｋｉｒｉｔｓｃｈｅｎｋｏｉ ＣＱ１６１９６０Ａ７ ＡＣＧ３６－３８Ａ４６Ａ５４ＴＧ５５－５６ — Ａ９２ Ｔ９５Ｃ１００ — Ｔ１０４Ｃ１０８Ｔ１０９Ａ３１１Ａ３１２Ｔ３１８Ｔ３２４Ａ３２５ ＴＡＡＣＣＧ３４８－３５３ Ａ３６５—

ＣＱ１６１９６１Ａ７ ＡＣＧ３６－３８Ａ４６Ａ５４ＴＧ５５－５６ — Ａ９２ Ｔ９５Ｃ１００ — Ｔ１０４Ｃ１０８Ｔ１０９Ａ３１１Ａ３１２Ｔ３１８Ｔ３２４Ａ３２５ ＴＡＡＣＣＧ３４８－３５３ Ａ３６５—

程中被降解［９］。ＩＴＳ被５８ＳｒＤＮＡ分成两段，即位
于１８Ｓ和５８ＳｒＤＮＡ之间的ＩＴＳｌ以及５８Ｓ和２８Ｓ
ｒＤＮＡ之间的ＩＴＳ２。ＩＴＳ区一般在昆虫中全长１０
～１５ｋｂ，它在昆虫的系统发育研究中得到了广泛
的应用［１０］。

目前，在蚤类系统发育的研究中，ｒＤＮＡＩＴＳ的
研究还比较少见。国内，仅见鲁亮、吴厚永（２００２）
分析了新蚤属 Ｎｅｏｐｓｙｌｌａ９个蚤种的 ｒＤＮＡＩＴＳ２的
序列，并基于此序列建立了新蚤属系统发育树，其

结果与形态学分类基本一致，并认为将红羊新蚤

Ｎｈｏｎｇｙａｎｇｅｎｓｉｓ置于毛新蚤种团 ｓｅｔｏｓａｇｒｏｕｐ（狭
义）是不合适的，而且思博新蚤 Ｎｓｉｂｏｉ的起源也
待进一步的分析［３］；赵文静，漆一鸣［４］（２０１０）对方
形黄鼠蚤七河亚种Ｃｉｔｅｌｌｏｐｈｉｌｕｓｔｅｓｑｕｏｒｕｍｄｚｅｔｙｓｕｅｎ
ｓｉｓ和阿尔泰亚种Ｃｔａｌｔａｉｃｕｓ的ＩＴＳ序列进行了测
定和分析，两亚种在 ＩＴＳ１序列上存在差异而 ＩＴＳ２
序列无差异。国外，Ｌｕｃｈｅｔｔｉ，Ａ［５］（２００５）对Ｔｕｎｇａ
ｔｒｉｍａｍｉｌｌａｔａ和穿皮潜蚤 ＴｐｅｎｅｔｒａｎｓＩＴＳ２序列进
行分析，两者间存在２７处碱基差异；之后Ｌｕｃｈｅｔｔｉ，
Ａ［６］（２００７）又分别对南美和非洲多个国家穿皮潜
蚤ｒＤＮＡＩＴＳ２序列进行了研究，在其所做的４５个
克隆中，测序结果显示ＩＴＳ２没有明显差异，但作者
根据仅有的３个一致性碱基差异，仍将两地理株区
分开来；Ｇａｍｅｒｓｃｈｌａｇ，Ｓ［７］（２００８）分别对禽角头
蚤Ｅｃｈｉｄｎｏｐｈａｇｅｇａｌｌｉｎａｃｅａ、人蚤Ｐｕｌｅｘｉｒｒｉｔａｎｓ、猫栉
首蚤 Ｃｔｅｎｏｃｅｐｈａｌｉｄｅｓｆｅｌｉｓ、美洲兔蚤 Ｓｐｉｌｏｐｓｙｌｌｕｓｃｕ
ｎｉｃｕｌｉ及南美和非洲的穿皮潜蚤 ｒＤＮＡＩＴＳ１进行了
比较分析，五种蚤的ＩＴＳ１序列存在明显差异，南美
穿皮潜蚤 ＩＴＳ１序列相对非洲穿皮潜蚤有连续的
１９７ｂｐ碱基缺失。以上研究表明，ｒＤＮＡＩＴＳ序列可

作为蚤属、种、种群水平研究的分子标记。

本研究分析了伏河眼蚤异常亚种和长突眼蚤

各１雄２雌共 ６个个体 ｒＤＮＡＩＴＳ２序列，结果表
明，两蚤种 ｒＤＮＡＩＴＳ２序列一致性为 ９２２９％，两
者存在３０处碱基不同，包括１６处缺失／插入、４处
转换，１０处颠换，种内无差异。此次研究表明，ｒＤ
ＮＡＩＴＳ２序列可作为伏河眼蚤异常亚种和长突眼
蚤鉴别的分子标记，从而为蚤类分子系统发育的研

究提供了重要的基础资料。
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研究结果表明，对自身健康关注的医学生睡眠

质量好于不关注者，而患有慢性疾病者睡眠质量较

差。对自身健康的关注反映了医学生的健康观，关

注自己健康的个体更趋向于选择有利于健康的行

为生活方式，可能较能认识到睡眠对健康的重要

性；患有慢性疾病者可能由于生理上的疼痛或其它

不适而影响睡眠，亦可能由于情绪改变而影响睡

眠。本研究表明，经常锻炼者睡眠质量好于基本不

锻炼者，经常进行体育锻炼，参加运动能增加大脑

的血流量，有利于大脑皮层功能的恢复；运动还可

通过对人体神经系统的影响来调节和改善睡

眠［１１］。

恋爱失败、父母不和、家庭经济状况不良、自己

负担有债务、家庭成员重病、与老师关系紧张、与同

学关系不和、与家庭成员相处不甚融洽及与同学竞

争激烈等是医学生日常生活中常见的生活事件，它

们均可作为一种应激源，与睡眠质量、疾病及身心

健康有着非常密切的关系［１２］。大学阶段仍处于人

格完善阶段，在面对应激事件时如得不到及时的心

理疏导，易产生焦虑、紧张、易怒等不良情绪，且一

旦被激发后又很难平复，从而导致情绪障碍而影响

睡眠。

结合本研究结果，要切实改善医学生的睡眠质

量，促进其身心健康的发展，建议在医学生中大力

开展睡眠宣传活动，如“世界睡眠日”，帮助医学生

树立正确的健康观，自觉采纳有利于提高睡眠质量

的行为，如提高对自身健康的关注、经常参加体育

锻炼等；还应加大医学教学改革力度，合理安排医

学生的教学和实践，帮助顺利完成学业；坚持“以

人为本、预防为主”的理念，着重加强学生心理素

质培养，有针对性开展心理咨询或辅导，适时疏导

不良情绪，帮助积极应对应激事件。
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